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Beschreibung 



Die Erfindung betriftt ein Vertahren zur Erzeugung 
hoher Zelldichten in einem Reaktionssystem. das aus 
mindestens zwei Kammern besteht, die uber minde- 
stens eine Membran miteinander gekoppelt sind und be. 
dem die mit Nahrstoffen zu versorgende Kultur von Ml- 
kroorganismen oder pfianzlichen Oder tierischen Zellen 
sich in der einen Kammer befindet und die wachstums- 
hemmenden Stoffwechselprodukte der Kammer aus 
dieser Kammer durch die Membran in die Losung der 
anderen Kammer gelangen, und eine Vorrichtung zur 
Durchluhrung des Verfahrens. 

Wenn z. B. bestimmte Produkte mit Mikroorganus- 
men erzeugt werden sollen. wirdott eine hohe Organis- 
mendichte angestrebt. da die Konzentration des er- 
zeugten Produktes in der Regel mit der Menge der pro- 
duzierten Mikroorganismen korreliert. Urn hohe Orga- 
nismenkonzentrationen zu erreichen, ist es bekannt, die 
Organismen zunachst in einem ublichen 'batch-Verf ah- 
ren" anzuziehen und dann, wenn die auch als Substrat 
bezeichneten eingesetzten Nahrstoffe auigebraucht 
sind, mit konzentrierten Nahrstoffen nachzuf Ottem, was 
auch als 'fed-batch-Verlahren' bezeichnet wird. Produ- 
ziert man z B. E.colj Bakterien auf der Basis eines Sub- 
strates dessen Kohlenstoffquelle aus Glycerin besteht, 
so erzielt man auf die angegebene Weise Organismen- 
dichten, die bei etwa 60 g Trockengewicht pro Liter Kul- 
turvolumen liegen. Hohere Konzentrationen werden auf 
diese Weise nicht erreicht Ursachlich hierfur ist, dal3 
beim Wachstum der Organismen gewisse Stoffe (Pro- 
dukte) entstehen, die sich anreichem und weiteres 
Wachstum verhindem. Dieser Vorgang ist unter dem 
Begriff "Produkthemmung' bekannt 

Zur Erhohung der Zelldichte ist es somit erforder- 
lich, die Produkthemmung abzubauen. Dies kann bei- 
spielsweise durch den kontinuierlichen Abzug von 
Nahrlosung uber ein Membranmodul erreicht werden. 
Die eingesetzte Membran verhindert hierbei den Verlust 
von Mikroorganismen. Bei einer bekannten Ausfuhrung 
befindet sich das Membranmodul auBerhalb des Reak- 
tors und wird im Kreislauf von der Reaktorflussigkeit 
durchstromt. Diese Anordnung hat jedoch den techni- 
schen Nachteil, daB die eingesetzte Membran, obwohl 
sie im Kreuzstrom-Betrieb geschaltet ist, durch die zu- 
ruckgehaltenen Mikroorganismen teilweise verstopft 
wird und damit der transmembrane FluB mit der Zeit ab- 
nimmt. Nachteilig ist auch, daB sich standig ein Teil der 
Organismen auBerhalb des KulturgefaBes befindet und 
dort weder ausreichend mit Sauerstoff noch mit Nahr- 
substanzen vorsorgt wird. Dies hat die Folge, daB in 
manchen Fallen die Produktion gewunschter Wertstoffe 
in dieser bekannten Anordnung sehr stark reduziert 
wird Daruber hinaus ist bei manchen Organismenarten 
durch mechanische Einflusse der Pumpe eine nachtei- 
lige Schadigung der Zellen zu erwarten. 

Durch die ZS 'Journal of Fermentation and Bioen- 
gineering'. Vol. 69. Nr. 4, S. 244-249, 1990 ist eine wei- 



tere Anordnung bekannt, in derdie Membran in den Re- 
aktor integriert ist und hierdurch der Reaktor aus zwei 
gut durchmischten Kammern besteht. Die erste dient 
der Bereitstellung von frischem Nahrmedium und die 
5 zweite der Kultur von Mikroorganismen. Die Kultur wird 
uber die Membran durch Diffusionsmechanismen mit 
Nahrstoffen versorgt, wobei gleichzeitig wachstums- 
hemmende Stoffe uber die Membran abgezogen wer- 
den. Durch einen standigen Austausch von Nahrmedi- 
10 urn in der ersten Kammer wird eine gute Ver- und Ent- 
sorgung der Kultur erreicht. Werden die beteiligten Re- 
aktorraume gut durchmischt, so besteht erfahrungsge- 
maB fur die Membran keine Verstopfungsgefahr, da 
uber die Membran kein hydraulischer Strom gefuhrt 
75 wird. Stoffaustausch findet wesentlich uber Diffusion 
statt. Ein weiterer Vorteii dieser Anordnung besteht dar- 
in, daB auch Membranen eingesetzt werden konnen, 
die keinen hydraulischen FluB zulassen. Sotche auch 
als Dialysemembranen bezeichnete Trennelemente 
20 halten auch etwaige extracellulare Produkte zuruck, so- 
fem diese ein gewisses Molekulargewicht ubersteigen. 
So kann beispielsweise eine Cellulosemembran extra- 
cellulare Enzyme mit einem Molekulargewicht von gro- 
Ber als 10.000 zuruckhalten, wahrend wachstumshem- 
25 mende Stoffe durchgelassen und damit aus dem Sy- 
stem ausgeschleust werden. Der Nachteil dieser Anord- 
nung besteht jedoch darin, daB die gewunschten gun- 
stigen Verhaltnisse nur dadurch geschaffen werden 
konnen, wenn die in der ersten Kammer enthaltene 
30 Nahrlosung standig erneuert wird. Auf diese Weise wird 
zusatzliche Nahrlosung verbraucht, die nicht direkt dem 
Wachstum von Organismen dient Bezogen auf das er- 
zeugte Produkt verschlechtert sich somit die Nahrstoff- 
bilanz. 

35 Nach der EP-A-04 1 9 234 ist femer ein Reaktor zur 
Zuchtung von Zellkulturen bekannt, derhierzu ein Mem- 
branmodul autweist Durch das Membranmodul wird ei- 
ne salzhaltige Dialyseflussigkeit gefuhrt, wobei wachs- 
tumshemmende Stoffwechselprodukte aus der Zell- 
40 zuchtkammer aufgenommen und abtransportiert wer- 
den. Hierbei besteht der Nachteil, daB nur em Teil der 
Dialyseflussigkeit wieder verwendet wird, wahrend der 
verbleibende Teil abgefuhrt wird und fur den Betriebdes 
Reaktors verlorengeht, so daB die DalyseflOssigkeit er- 
45 setzt werden muB. Der nach der EP-A-0 419 234 be- 
kannte Reaktor weist femer keine mit Ruhrem versehe- 
ne gut durchmischte Kammern auf. Hierdurch besteht 
die Gefahr, daB sich nach einer gewissen Zeit auf den 
eingesetzten Membranen Deckschichten ausbilden, die 
so die Transportleistung der Membranen vermindem. Im 
ubrigen kann ohne Ruhrwerke keine fur die Erzeugung 
von schnell wachsenden Mikroorganismen notwendige 
groBere Menge an Sauerstoff eingetragen werden. 
Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, das Ver- 
ss fahren der eingangs genannten Art so zu verbessem, 
daB bei okonomisch gOnstiger Nahrstoffversorgung«in 
Wachstum auch extrem dichter Kulturen ermoglicht und 
der EinfluB niedermolekularer das Wachstum hemmen- 
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der Stotte stark vermindert wird. und ferner gleichzeitig 
eine Vorrichtung zur Durchfflhrung des verbesserten 
Vertahrens aulzuzeigen. Sofem extracellulare hochmo- 
lekulare Wertstoffe im Einzetfall entstehen, sollen diese 
f emer angereichert werden. 

ErfindungsgemaB erfolgt die Losung der Aufgabe 
bezugJich des Vertahrens durch die kennzeichnenden 
Merkmale des Anspruchs 1 und bezuglich der vbrrich- 
tung durch die kennzeichnenden Merkmale des An- 
spruchs 16. Vorteilhafte Ausgestaftungen der Erfindung 
werden in den abhangigen Anspriichen beschrieben. 
Nach der Erfindung ist die Erzeugung auBerordentlich 
hoher Zelldichten in Kulturen von Mtkroorganismen von 
Mikroorganismen oder pflanzlichen Zellen Oder tieri- 
schen Zellen moglich. 

Die Vorteile der Erfindung werden am Beispiel der 
folgenden Versuche naher ertautert. 

Versuch 1 : 

Es wurde ein Dialyse-Bioreaktor 1 in einer Ver- 
suchsanordnung 5 wie in Fig. 1 dargestellt verwendet. 
Figur 2 zeigt die Ansicht etnes Schnitts, senkrecht zur 
Reaktorachse. Der Innenraum des Dialyse-Bioreaktors 
1 ist durch eine zylinderformige Membran 2 in zwei ge- 
trennte Reaktionsraume so aulgeteitt, daft eine innere 
Kammer 3 in dem Membranzyiinder und eine auSere 
Kammer 4 vorliegt, die den Membranzyiinder umgibt. 
Als Membran wurde eine Cellulosemembran (Cu- 
prophan) verwendet. Bei geeigneten Medien in den 
Kammem 3, 4 konnen aberauch z. B. mikroporose Po- 
lypropylenmembranen oder Polyamidmembranen ver- 
wendet werden. Das nutzbare Volumen der inneren 
Kammer 3 betrug 1 ,6 1 , das der auBeren Kammer 4 da- 
gegen 8 1. Die Organismen wurden in die innere Kam- 
mer 3 f also in den Innenraum des Membranzylinders 
gebracht. Die auBere Kammer 4 diente der Aufnahme 
der Dialyseflussigkeit als weiterer Nahrlosung zum Ab- 
transport von das Wachstum hemmenden Stoffen, die 
uber die Membran 2 aus der inneren Kammer 3 in die 
auBere Kammer 4 gelangten. Gezuchtet wurde ein 
Stamm von E. coli . Anders als bei den bekannten Ver- 
fahren wird die Nahrlosung in zwei Komponenten ge- 
teilt: 

Ein Teil besteht aus Wasser, in dem die notwendi- 
gen, wenig Kosten verursachenden Nahrsalze gelost 
sind. Diese Salzlosung wird in das VorratsgefaB 6 ge- 
fullt. 

Der zweite Teii wird durch die Kohlenstoffqu elle dar- 
gestellt, die die wesentlichen Rohstoffkosten verur- 
sacht. Diese wird in das VorratsgefaB 7 gef ullt. Urn dich- 
te Kulturen zu erzeugen, ist es notwendig, die Kohlen- 
stoffqueile moglichst hoch zu konzentrieren. Im konkre- 
ten Fall besteht die Kohlenstoffquelle aus unverdunn- 
tem Glycerin. Fails die Organismen mit weiteren teuren 
Nahrkomponenten, wie z. B. Vrtaminen oder anderen 
wachstumsfordernden Stoffen versorgt werden mus- 
sen, konnen diese in einem weiteren VorratsgefaB 8 un- 



tergebracht werden. Gestartet wurde die Fermentation 
konventionelt, d. h. beide Raume erhietten eine Nahrlo- 
sung bestehend aus etwa 40 gf\ Glycerin und den not- 
wendigen Nahrsalzen. Nach etwa 1 2 h war das Glycerin 

s in der inneren Kammer verbraucht (vergl. Diagramm 
Fig. 3) und wurde durch das noch in der auBeren Kam- 
mer 4 verbliebene Glycerin Ober die Membran 2 nach- 
geliefert. Nach 13 h Fermentationszeit wurde nun so- 
won! die Dialyse durch Pumpen von Salzlosung aus 

10 dem VorratsgeaB 6 in die auBere Kammer 4 und Ab- 
pumpen von Hemmstoffen enthaltender Salzlosung in 
das GefaB 9 als auch die direkte Futterung mit Glycerin 
aus dem VorratsgefaB 7 in die innere Kammer 3 ange* 
schaitet Das tatsachliche Wachstum folgt praktisch 

'5 vollkommen dem, was durch theoretische Berechnung 
vorermittelt wurde. Das Ergebnis der theoretischen Be- 
rechnung ist in Fig. 3 durch die ausgezogenen Kurven 
dargestellt, wahrend die offenen Kretse MeBwerte des 
Versuchs zeigen. 

20 Da die theoretische Berechnung Produkthemmung 
nicht beinhaltet, ist gezeigt, daB mit dem vorgestellten 
Vertahren die Produkthemmung praktisch vollstandig 
ausgeschaltet werden kann. Die erreichten Konzentra- 
tionen (Fig. 3, Zeitpunkt 11) von E. coli lagen bei 160 g/ 

25 |, gemessen in getrocknetem Zustand. 

Da zum Zeitpunkt der direkten Futterung mit Glyce- 
rin (vergl. Fig. 3. Zeitpunkt 10) bereits eine hohe Mikro- 
organismendichte besteht, wurde das Glycerin unm\\- 
telbar aufgenommen. Die Konzentration von Glycerin in 

30 der inneren Kammer 2 war nahe Null, deswegen wurde 
kein Glycerin in die auBere Kammer 4 abgegeben. Da 
auBerdem zu diesem Zeitpunkt auch die Glycerinkon- 
zentration in der auBeren Kammer stark gesunken ist 
(vergl. Fig. 3), wurde auch durch die Dialyse mit Salzld- 

35 sung nur wenig Glycerin verloren. Auf diese Weise er- 
gab sich, bezogen auf die produzierte Zellmasse, eine 
gOnstige Bilanz bezOglich des verbrauchten Glycerins. 

Versuch 2: 

40 

Die Raume fur die Organismen und die Dialyseflus- 
sigkeit waren raumlich getrennt und uber ein Membran- 
modul miteinander gekoppelt. In einem mit dieser An- 
ordnung durchgefuhrten Experiment, anatog zu dem 
45 oben beschriebenen Versuch 1 , wurden Zelldichten er- 
zielt, die bei etwa 100 g/l lagen. Oflenbar hatte die man- 
gelhafte Versorgung der auBemalb des Fermenters im 
Kreislauf befindlichen Zellen einen negattven EinfluB. 

50 Versuch 3: 

In einem weiteren Experiment entsprechend des 
Versuches 1 wurde auf den Austausch der in der auBe- 
ren Kammer 4 enthaltenen Nahrlosung verzichtet. Statt 
55 dessen wurden in die auBere Kammer 4 des Dialyse- 
Bioreaktors 1 100 g eines bestimmten Harzes (XAD-Ad- 
sorber, Typ. 8, PartikelgroBe 0,3 bis 1 mm) eingegeben. 
Wie das Ergebnis zeigte, wurden wachstumshemmen- 
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de Stoffwechselprodukte bis zu einem bestimmten Ma- 
Be von dem Harz gebunden und unschadlich gemacht. 
Erziett wurden Organismendichten von etwa 170 gfl, 
ohne daS Nahriosung verioren ging. 

Da im Versuch 3 die in der auGeren Kammer be- 
findliche Salzlosung nicht ausgetauscht wird, kann es 
notwendig sein, die Mikroorganismen zusatzlich mit 
konzentrierter Salzlosung zu versorgen. 

Die in den Versuchen 1 bis 3 angegebenen Verfah- 
ren beschretben einen absatzweise betriebenen Pro- 
zeB (batch-Verfahren). Die in der inneren Kammer 3 be- 
findlichen Mikroorganismen werden bis zu einer gewis- 
sen Dichte angezogen und dann abgeemtet. Anschlie- 
Bend wird der ProzeB, wie beschrieben, neu in Gang 
gesetzt. Diese Verfahrensweise wird bevorzugt, wenn 
die Bildung eines erwOnschten Produktes in einer be- 
stimmten Phase des Prozesses induziert wird. Nach 
Produktion der erwOnschten Substanz wird diese mit 
den Zellen abgeemtet. 

1st das ProzeBziel jedoch der Mikroorganismus 
selbst oder ein Produkt, das fortlaufend produziert wird, 
dann ist auch ein kontinuierticher Betrieb moglich. In 
diesem Fall ist der Beginn des Verfahrens identisch mit 
dem des absatzweise betriebenen Prozesses. Bei einer 
bestimmten Organismendichte wird dann kontinuierlich 
Goer eine in Fig. 1 nicht naher dargestellte Ernteleitung 
21 Organismen enthattende Flussigkeit entnommen. 

Damit das FOIlvolumen der inneren Kammer 3 kon- 
stant bleibt, wird gleichzeitig, ebenfalls kontinuierlich, 
aus dem VorratsgefaB 7 Nahrmedium nachgefullt. Die 
Konzentration der Kohlenstoffquelle im VorratsgefaB 7 
ist im Vergieich zu der beim batch-ProzeB eingesetzten 
Konzentration niedriger. Gibt man im kontinuierlichen 
ProzeB die erwunschte Zell- bzw. Produktkonzentration 
vor, so kann die im kontinuierlichen Fall zuzufuhrende 
Nahrstoffkonzentration aus den entsprechenden Ver- 
brauchsdaten der Zellen (Koeffizienten fur Substrataus- 
beute und Erhattungsstoffwechsel) vorausberechnet 
werden. 

Die Pumprate, mit der die Nahriosung zugepumpt 
wird, muB sich nach dem aktuellen Nahrstotfbedarf der 
zu kultivierenden Organismen richtea Dies gilt gleicher- 
maBen fur den kontinuierlichen und den diskontinuierli- 
chen Fall. Bei aerob, d. h. unter Sauerstottverbrauch 
wachsenden Organismen, dOrfen Nahrstoffe beispiels- 
weise maximal nur in der Menge zugef uttert werden, wie 
es dem technisch zu bewerkstelligenden Sauerstoffein- 
trag entspricht. Uberschreitet man im Fall hoher Zell- 
konzentrationen die zulassige Zufutterrate, so unter- 
schreitet die im Kulturmedium befindliche Sauerstoff- 
konzentration einen bestimmten kritischen Wert mit der 
Folge einer unerwunschten Stoffwechselanderung. Die 
kritische Zupumpgeschwindigkeit kann im gegebenen 
Fall experimented, etwa durch Messung der Sauerstoff- 
konzentration in der inneren Kammer 3 bestimmt wer- 
den. 

Soil in einem technischen Vertahren die Fahigkeit 
des Harzmaterials, wachstumshemmende Stoffe zu 



binden, genulzt werden, so ware z. B. eine Anordnung 
nach Fig. 4 denkbar. In einem Mikroorganismen enthal- 
tenden Reaktor 1 3 werden zylinderfdrmige, parallel ge- 
schattete Membranmodule 17 angebracht, die kontinu- 

s ierf ich uber eine Pumpe 1 6 von Salzlosung durchstromt 
werden. Eine Regeneration der Salzlosung, d. h. die 
Entfernung wachstumshernmender Stoffe, findet in ei- 
ner Harz enlhaltenden Saute 14 statt. Gleichzeitig kann 
in diesen Kreislauf 20 ein Warmetauscher 1 5 geschaltet 

io werden, der fur die Abfuhr eines Teiles der entstande- 
nen Warme sorgt. Warme entsteht durch die im Reaktor 
ablaufende exotherme Reaktion und durch Energie, die 
durch das RGhrwerk eingebracht wird. Durch den Zulauf 
1 8 ist angedeutet, daB die Kultur mit einer hoch konzen- 

*s trierten Kohlenstoffquelle und zusatzlich bei Bedarf mit 
einer konzentrierten losung bestimmter Wuchsstoffe, 
wie Vrtaminen, versorgt wird. Verbrauchte Nahrsalze 
konnen in den Dialysekreisiauf durch eine Zuteitung 19 
eingespeist werden. Eine weitere Entnahmeleitung 21 

20 ermdglicht einen wie oben beschriebenen kontinuierli- 
chen Betrieb. 

Eine weitere Verfahrensvariante wurde darin beste- 
hen, auf die Membranen 17 sowie den auBenliegenden 
Flussigkeitskreislauf 20 insgesamt zu verzichten und 

25 das Tauscherharz direkt in den Reaktor zu bringen und 
dort zu suspendieren. Nach der Fermentation kann das 
Harz mittels einer Trennvorrichtung von den produzier- 
ten Organismen getrennt werden. 

Wie eingangs dargelegt konnen die hier beispiel- 

30 halt beschriebenen Verfahrensvarianten bei Kulturen 
zum Einsatz kommen, die aus Mikroorganismen oder 
aus pflanzlichen Zellen oder aus tierischen Zellen be- 
stehen. 

35 

Patentanspruche 

1. Vertahren zur Erzeugung hoher Zelldichten in ei- 
nem Reaktionssystem, das aus mindestens zwei 

40 Kammern besteht, die uber mindestens eine Mem- 
bran miteinander gekoppelt sind und bei dem die 
mit Nahrstoffen zu versorgende Kultur von Mikroor- 
ganismen oder pflanzlichen Oder tierischen Zellen 
sich in der einen Kammer befindet und die wachs- 

4S tumshemmenden Stoffwechselprodukte der Kam- 
mer aus dieser Kammer durch die Membran in die 
Losung der anderen Kammer gelangen, gekenn- 
zeichnet, durch die Kombination folgender Merk- 
male: 

50 

a) die mindestens eine Membran wird direkt in 
die die Kultur von Mikroorganismen, pflanzli- 
chen Zellen oder tierischen Zellen enthattende 
Kammer integriert 

55 

b) die mindestens eine andere Kammer enthalt 
nach der Antahrphase des Reaktionssystems 
eine den osmotischen Ausgleich uber die min- 
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destens eine Membran ermoglichende salzhal- 
tige Losung ohne Kohlenstoffquelle 

c) in die die Kultur von Mikroorganismen, 
pflanzlichen Zellen oder tierischen Zellen ent- 
haltende Kammer wird zur Erzeugung schnel- 
len Wachstums der Kultur in technisch zu be- 
werkstelligendem Umfang eine Menge Sauer- 
stoff etngetragen 

d) in die die Kultur von Mikroorganismen, 
pflanzliche Zellen Oder tierische Zellen enthal- 
tende Kammer wird eine eine kohlenstotfhalti- 
ge Substanz enthaltende Hussrge hochkonzen- 
trierte Nahrlosung in einer Menge zugefOhn, 
die vom Sauerstoffeintrag abhangig ist. 

2. Verfahren nach Anspruch l , dadurch gekennzeich- 
net, daG zunachst in der Anfahrphase jeder Kam- 
mer eine die Nahrstoff e enthaltende Nahrlosung zu- 
gef uhrt wird, und daG dann, wenn die Nahrstoffver- 
sorgung der Kultur durch die mindestens eine Mem- 
bran nicht mehr ausreicht, der die Kultur enthatten- 
den Kammer die hochkonzentrierte Nahrlosung di- 
rekt zugefGhrt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daG aus der die Kultur von Mikroor- 
ganismen, pflanzlichen Zellen oder tierischen Zel- 
len enthaltenden Kammer in die salzhaltige Losung 
eingedrungene wachstumshemmende Stoffwecb- 
selprodukte mit der salzhaltigen Losung aus der die 
salzhaltige Losung aufnehmenden Kammer ent- 
fernt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daG die in die salzhaltige Losung ein- 
gedrungenen wachstumshemmenden Stoffwech- 
selprodukte durch Zugabe eines Adsorberharzes in 
die salzhaltige Losung an das Adsorberharz gebun- 
den und durch dieses neutralisiert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, daG als Adsorberharz ein XAD-Adsorber ver- 
wendet wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daG die hochkonzentrierte Nahrlosung zusatz- 
lich Vitamine oder andere das Wachstum fordemde 
Substanzen aufhalt. 

7. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daG als hochkonzentrierte Nahrlosung Glycerin 
verwendet wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daG als salzhaltige Losung Wasser mit einge- 
mischten Nahrsalzen verwendet wird. 



9. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daG den die salzhaltige Losung enthaltenden 
Kammern zusatzliche Nahrsalze zugefOhrt werden, 
die durch das Wachstum der Kultur verbraucht wer- 

s den. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, 2 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daG die Kultur in eine durch eine zy- 
linderfdrmige Membran gebildete innere Kammer 

'0 eingebracht wird, die in der mit der weiteren salz- 
haltigen Losung get ullten auGeren Kammer des Re- 
altors ausgebildet ist 

1 1 ♦ Verfahren nach Anspruch 1 , bei dem die salzhaltige 
w Losung mit eingedrungenen wachstumshemmen- 
den Stoffwechselprodukten aus dem Reakttonssy- 
stemabgefuhrt wird, dadurch gekennzeichnet, daG 
die salzhaltige Losung wieder in das Reaktionssy- 
stem zuruckgepumpt wird, wobei in den Flussig- 
20 keitskreislauf eine ein Adsorberharz enthaltende 
Saule geschaltet ist. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG in den Flussigkeitskreislauf zusatz- 

# lich ein Warmetauscher geschaltet ist. 

13. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daG die die salzhaltige Losung enthaltender 
Kammern als parallel geschaitete und miteinander 

30 verbundene Membranmoduie ausgebildet sind. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daG in sich wiederholender 
Weise die zu versorgende Kultur bis zu einer be- 
as stimmten Dichte angezogen und dann abgeerntet 

wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daG die zu versorgende Kul- 

40 tur bis zu einer bestimmten Dichte angezogen und 
dann kontinuierlich aus der die Kultur enthaltenden 
Kammer Organismen enthaltende Flussigkeit ent- 
nommen und in diese Kammer kontinuierlich die 
gletche Menge flussiges Nahrmedium eingebracht 

45 wird. 

16. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 
den Anspruchen 1 bis 15 mit einem Reaktor (13), 
in dessen Inneren ein Membranmodul (17) ange- 

so ordnet ist, durch das eine salzhaltige Diatyseflus- 
sigkeit gef uhrt wird, die die wachstumshemmenden 
Stoffwechselprodukte aufnimmt und abfuhrt, da- 
durch gekennzeichnet. daG im Flussigkeitskreislauf 
(20) des Membranmoduls (17) eine Adsorberharz 

ss enthaltende Saule (1 4) angeordnet ist. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet. daG mindestens zwei parallel geschaitete 
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Membranmodule (1 7) in dem Reaktor (1 3) angeord- 
net sind. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 16 und 17, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB in dem Flussigkeitskreislauf (20) 5 
ein Warmetauscher angeordnet ist. 



3. A method as claimed in claim 1 or 2, characterised 
in that growth-inhibiting reaction products that have 
penetrated the salt solution from the chamber con- 
taining the culture of micro-organisms, plant cells 
or animal cells are removed, along with the salt so- 
lution, from the chamber housing the salt solution. 



19. Vorrichtung nach Anspruch 16 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB in dem Reaktor (13) ein Ruhr- 
werk angeordnet ist. 



Claims 

1 . A method ot producing high cell densities in a reac- 
tion system consisting of at least two chambers cou- 
pled with one another by means of a membrane and 
in which the culture of micro-organisms or plant or 
animal cells to be fed with nutrients are placed in 
one chamber and the growth-inhibiting reaction 
products in the chamber are able to pass out from 
this chamber through the membrane and into the 
solution in the other chamber, characterised by the 
following features in combination: 

a) a membrane, of which there is at least one, 
is directly integrated in the chamber containing 
the culture of micro-organisms, plant cells or 
animal cells 

b) the other chamber, of which there is at least 
one, contains a salt solution containing no car- 
bon source which, after the start-up phase of 
the reaction system, will enable the osmotic 
balance to be established through the at least 
one membrane 

c) a quantity of oxygen is introduced into the 
chamber containing the culture of micro-organ- 
isms, plant cells or vegetable cells in order to 
produce rapid growth of the culture on a tech- 
nically viable scale 

d) a highly concentrated liquid nutrient contain- 
ing a carbon substance is fed into the chamber 
containing the culture of micro-organisms, 
plant cells or animal cells in a quantity that is 
dependent on the oxygen input. 

2. A method as claimed in claim 1 , characterised in 
that a nutrient solution containing the nutrients is in- 
itially fed into each chamber in the start-up phase 
and, when the supply of nutrient is no longer suffi- 
cient to feed the culture through the at least one 
membrane, the highly-concentrated nutrient solu- 
tion is fed directly into the chamber containing the 
culture. 



4. A method as claimed in claim 1 or 2, characterised 
in that an adsorbing resin is added to the salt solu- 

10 tion so that the growth-inhibiting reaction products 
that have penetrated the salt solution bond with the 
adsorbing resin and are neutralised thereby. 

5. A method as claimed in claim 4, characterised in 
'5 that an XAD-adsorber is used as the adsorbing res- 
in. 

6. A method as claimed in claim 1, characterised in 
that the highly concentrated nutrient solution addi- 

20 tionally contains vitamins or other growth-promot- 
ing substances. 

7. A method as claimed in claim 1 , characterised in 
that glycerine is used as the highly concentrated nu- 

25 trient solution. 

8. A method as claimed in claim 1, characterised in 
that water mixed with nutrient salts is used as the 
salt solution. 

30 

9. A method as claimed in claim 1 , characterised in 
that additional nutrient salts are fed into the cham- 
bers containing the salt solution, which will be con- 
sumed by the growth of the culture. 

35 

10. A method as claimed in claim 1, 2 to 9, character- 
ised in that the culture is placed in an inner chamber, 
formed by means of a cytindrically shaped mem- 
brane, and designed such that it is inside the outer 

40 chamber of the reactor filled with the additional salt 
solution. 

11. A method as claimed in claim 1, in which the salt 
solution is fed, together with the growth-inhibiting 

45 reaction products, out of the reaction system, char- 
acterised in that the salt solution is pumped back 
into the reaction system, wherein a column contain- 
ing an adsorbing resin is connected into the fluid 
circuit. 

so 

12. A method as claimed in claim 11, characterised in 
that a heat exchanger is also connected into the flu- 
id circuit. 

55 13. A method as claimed in claim t, characterised in 
that the chambers containing the salt solution are 
designed as membrane modules connected in par- 
allel and joined to one another. 
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14. A method as claimed in one of claims 1 to 4, char- 
acterised in that the culture to be fed is grown to a 
given density and then drawn oft in batches. 

15. A method as claimed in one of claims 1 to 4, char- s 
acterised in that the culture to be fed is grown to a 
given density and the fluid containing the organisms 

is then continuously removed Irom the chamber 
containing the culture and the same quantity of liq- 
uid nutrient medium is fed continuously into this io 
chamber. 

16. A device for implementing the method as claimed 
in claims 1 to 1 5 having a reactor (1 3), in the interior 
of which a membrane module (17) is arranged, 
through which a dialysis liquid containing salt is fed, 
which picks up and feeds away the growth-inhibiting 
reaction products, characterised in that a column 2. 
(14) containing an adsorbing resin is incorporated 

in the fluid circuit (20) of the membrane module (17). 20 

17. A device as claimed in claim 16, characterised in 
that at least two membrane modules (17) are pro- 
vided in the reactor (13) and connected in parallel. 

2S 

18. A device as claimed in claim 16 and 17, character- 
ised in that a heat exchanger is provided in the fluid 
circuit (20). 3. 

19. A device as claimed in claim 16 to 18, characterised 3G 
in that a stirring mechanism is arranged in the reac- 
tor (13). 



Revendicatlons 3$ 



equilibre osmot'tque par rintermediaire de la au 
moins une membrane, 

c) dans (e compartiment contenant la culture de 
microorganismes ou de cellules vSgetales ou 
animates on introduit, pour I'obtention d'un 
avancement rapide de la culture dans des con- 
ditions realisables a I'echelle industrielle, une 
certaine quantite cfoxygene 

d) dans le compartiment contenant la culture de 
microorganismes ou de cellules vegetates ou 
animates, on introduit une solution nutritive li- 
quide a concentration 6lev6e, contenant une 
substance carbonee, en une quantite qui est 
proportionnelle a la quantite d'oxygene fournie. 

Proc6d6 selon la revendication 1 , caracterise en ce 
que, dans la phase de demarrage, on introduit 
d'abord dans chacun des compartiments une solu- 
tion nutritive contenant les nutriments et que, lors- 
que Tapport de nutriments foumi a la culture a tra- 
vers la au moins une membrane n'est plus suffisant, 
on introduit la solution nutritive a concentration eie- 
v6e directement dans le compartiment contenant la 
culture. 

Precede* selon (a revendication 1 ou 2. caracterise 
en ce que les produits du metabolisme inhibant la 
croissance, qui se sont infiltres dans la solution sa- 
line a partir du compartiment contenant la culture 
de microorganismes ou de cellules veg6tales ou 
animates, sont eiimin6s du compartiment recevant 
la solution saline en meme temps que la solution 
saline est eliminee. 



1. Precede d'obtention de densttes elevdes de cellu- 
les dans un systems reactbnnel constitue d'au 
moins deux compartiments qui sont relies entre eux 
par rintermediaire d'au moins une membrane, dans 40 
iequel la culture de microorganismes ou de cellules 
vegetates ou animates qui doit etre alimentee en 
nutriments se trouve dans Pun des compartiments 
et les produits du mdtabolisme inhibant la croissan- 
ce formes dans ce compartiment sont transferee a *s 
partir de celui-ci, a travers la membrane, dans la 
solution de I'autre compartiment, caracterise par Ja 
combinaison des caracteristiques suivantes : 

a) la au moins une membrane est integree di- so 
rectement dans le compartiment contenant la 
culture de microorganismes ou de cellules ve- 
getates ou animates 

b) le au moins un autre compartiment contient, 55 
apres la phase de demarrage du systeme reac- 
tionnel. une solution saline depourvue de sour- 
ce de carbone, permettant retablissement d'un 



4. Precede selon la revendication 1 ou 2, caracterise 
en ce que les produits du metabolisme inhibant la 
croissance qui se sont infiitres dans la solution sa- 
line sont neutralises par addition a la solutWh saline 
d*une resine adsorbante sur laquelle ces produits 
sont adsorbes. 

5. Precede" selon la revendication 4, caracterise' en ce 
que, en tant que resine adsorbante, on utilise un 
XAD-Adsorber. 

6. Precede selon (a revendication 1 , caracterise en ce 
que la solution nutritive a concentration 6levee con- 
tient en outre des vitamines ou d'autres substances 
favorisant la croissance. 

7. Precede selon la revendication 1 , caracterise en ce 
que, en tant que solution nutritive a concentration 
elevee, on utilise de la glycerine. 

8. Precede selon la revendication 1 , caracterise en ce 
que, en tant que solution saline, on utilise de I'eau 
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dans lequel on a melange des sets nutritifs. 

9. Precede selon (a revendication 1 , caracterise" en ce 
que dans lo compartiment contenant ta solution sa- 
line, on introduit des sets nutrilifs supptementaires 
qui sont consommes au cours de Pavancement de 
la culture. 

10. Precede" selon les revendications 1, 2 a 9, caracte- 
rise en ce que ta culture est introduite dans un com- 
partiment interieur constitue* c?une membrane cylin- 
drique, forme" dans le compartiment exterieur du 
reacteur, rempti du reste de la solution saline. 

11 . Precede selon (a revendication 1 , dans lequel la so- 
lution saline, avec les produits du m&abolisme in- 
hibant la croissance qui sV sont infiltres, est eva- 
cuee du systems reacttonne), caracterise en ce que 
la solution saline est recyclee par pompage dans le 
systeme rdactionnel, une colonne contenant une 
resine adsorbante etant incorpore*e dans le circuit 
de recirculation du liquide. 

12. Precede* seion ta revendication 11, caracteVise* en 
ce qu'un dchangeur calorique est inclus en outre 
dans le circuit de recirculation du liquide. 

13. Precede* selon la revendication 1 , caracterise' en ce 
que les compartiments contenant la solution saline 
sont concus sous la forme de modules a membrane 
months en parallele et relies entre eux. 

1 4. Precede" selon I'une quelconque des revendications 
1 a 4, caracterise* en ce que de maniere rdp&itive, 
la culture a alimenter est amenee jusqu'a une den- 
site determined et ensuite, elle est amende a ma- 
turation. 

1 5. Precede selon Tune quelconque des revendications 
1 a 4, caracterise en ce que ta culture a alimenter 
est amenee jusqu'a une densite d&erminee et en- 
suite, elle est evacuee en continu du compartiment 
contenant la culture et la meme quantite de milieu 
nutritif liquide est introduite en continu dans ce com- 
partiment. 

16. Oispositif destind a la mise en oeuvre du precede* 
selon les revendications 1 a 15, comportant un 
reacteur (1 3) a I'interieur duquei est dispose un mo- 
dule a membrane (17) a travers lequel on fait circu- 
ler un liquide de dialyse salin qui absorbe et 6vacue 
les produits du metabolisme inhibant ta croissance, 
caracterise en ce qu'une colonne contenant une r6- 
sine adsorbante (14) est incluse dans le circuit de 
recirculation (20) du liquide du module a membrane 
(17). 

17. Oispositil selon la revendication 16, caracterise en 
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ce qu'au moins deux modules a membrane (17) 
montes en parallele sont disposes dans le reacteur 
(13). 

5 18. Oispositif selon la revendication 16 ou 17, caracte- 
rise en ce qu'un echangeur calorique est monte 
dans le circuit (20) de recirculation du liquide. 

19. Oispositif selon la revendication 16 a 18, caractdri- 
10 se en ce remueur est monte* dans le reacteur (1 3). 
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